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Rekombinantes Herstellungsv rfahren fiir ein vollstandig s Mala- 
ria-Antigen gpl90/MSPl 

Die Erfindung betrifft ein rekombinantes Herstellungsverf ahren 
fiir das vollstandige Malaria-Antigen gpl90/MSPl sowie einzelner 
natiirlich vorkommender Domanen und Teile derselben durch Ex- 
pression (einer) synthetischer DNA-Sequenzen. Die Erfindung be- 
trifft aufierdem die durch das Verfahren hergestellten DNA- 
Sequenzen und die fiir die Expression der DNA-Sequenzen verwen- 
deten Wirtsorganismen. Ferner betrifft die Erfindung die Ver- 
wendung des vollstandigen Malaria-Antigens sowie Teile dersel- 
ben als Impfstoff zur Immunisierung gegen Malaria. 

Schliefilich betrifft die vorliegende Erfindung ein Stabilisie- 
rungsverf ahren fiir AT-reiche Gene, sowie stabilisierte Gene, 
die sich durch einen geringeren AT-Gehalt auszeichnen. 

Malaria ist weltweit eine der bedeutendsten Inf ektionskrankhei- 
ten. Nach Angaben der WHO waren 1990 in 99 Landern 4 0% der 
Weltbevolkerung einem Malar iarisiko ausgesetzt. Ihre Verbrei- 
tung nimmt derzeit wieder massiv zu. Dies ist vor allem auf ei- 
ne intensive Resistenzbildung der Malariaerreger zuriickzuf uh- 
ren, die dadurch gefordert wird, daB die zur Therapie einge- 
setzten Medikamente ebenfalls als Prophylaxe empfohlen und ein- 
genommen werden. Neben der Suche nach neuen, wirksamen Chemo- 
therapeutika werden heute Hoffnungen auch in die Entwicklung 
von Impfstoff en gesetzt, da Menschen in Malaria-epidemischen 
Regionen der Welt verschiedene Arten von Immunitat zu entwik- 
keln vermogen. Neben einer natiir lichen Resistenz gegen Malaria, 
die sich bei heterozygoten Tragern des Sichelzellgens und bei 
Personen mit Thalassamie und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase- 
Mangel ausbildet, konnen im Laufe einer Malariainf ektion im 
Menschen Immunitatsmechanismen einsetzen, die sich in einer er- 
hohten Wider standsf ahigkeit gegeniiber den Plasmodien auJJern. 
Dementsprechend ist der Krankheitsverlauf in stark durchseuch- 
ten Bevolkerungspopulationen weitaus weniger bedrohlich als bei 



Personen, die der Infektion weniger haufig Oder erstmalig aus- 
gesetzt sind. 

Das Hauptproblem bei der Impf stof f entwicklung ist die Identifi- 
kation eines Antigens, das schiitzende Immunitat bewirken kann, 
da kein leicht zugangliches und gut definiertes Tiermodell fiir 
die vier den Menschen befallenden Parasiten vorhanden ist. Die 
Malar ia-Erreger gehoren der Gruppe der Plasmodien an, wobei die 
Infektion mit einem der vier Erreger Plasmodium vivax, Plasmo- 
dium ovale, Plasmodium malar iae Oder Plasmodium falciparum 
durch den Stich von Anopheles-Mucken erfolgt. Von diesem Erre- 
ger ist Plasmodium falciparum der gef ahrlichste und der am wei- 
testen verbreitete. 

Das Hauptoberf lachenprotein von Merozoiten, der invasiven Form 
der Blutstadien des Malaria-Erregers Plasmodium falciparum und 
anderer Malaria-Erreger wie P. vivax, ist ein 190 - 220 kD Gly- 
koprotein. Spat in der Entwicklung des Parasiten wird dieser 
Vorlaufer in kleinere Proteine prozessiert, die jedoch als ein- 
heitlicher Komplex aus Merozoiten isoliert werden konnen. Der 
Komplex ist mittels eines Glycosylphosphatidyl-Inositol-Ankers 
mit der Merozoitenmembran verkniipft. Die Sequenzen der gp 190- 
Proteine verschiedener P. f alciparum-Stamme fallen in zwei 
Gruppen, zwischen denen intragene Rekombination haufig ist. 
Insgesamt besteht das Protein aus mehreren hochkonservierten 
Regionen, aus einem dimorphem Bereich, welche jeweils einem von 
zwei Allelen angehoren und aus zwei relativ kleinen oligomor- 
phen Bldcken im N-terminalen Bereich (Tanabe, K. , Mackay, M. , 
Goman, M. und Scaife, J.G. (1987) , Allelic dimorphism in a sur- 
face antigen gene of the malaria parasite Plasmodium falci- 
parum. J. Mol. Biol. 195, 273-287; Miller, L.H., Roberts, T. , 
Shahabuddin, M. und McCutchan, T.F. (1993), Analysis of se- 
quence diversity in the Plasmodium falciparum merozoite surface 
protein-1 (MSP-1) . Mol. Biochem. Parasitol. 59, 1-14). 

Das gpl90/MSPl gait bereits frtih als ein moglicher Kandidat fur 
einen Impf stof f. So wurde im Nagermodell nach Immunisierung mit 



dem analogen Protein aktiver Schutz gegen Infektion mit Nager- 
Parasiten erhalten. Passiver Schutz lieB sich mit gegen dieses 
Protein gerichteten Antikorpern erreichen (siehe auch Holder, 
A. A. und Freeman, R.R. (1981) , Immunization against blood- 
stage rodent malaria using purified parasite antigens, Nature 
294, 361-364; Majarian, W.R., Daly, T. M. , Weidanz, W.P. und 
Long, C.A. (1984) , Passive immunization against murine malaria 
with an IgG3 monoclonal antibody, J. Immunol. 132, 3131-3137) . 
Die Daten, die diese Annahme belegen sollen, sind im einzelnen 
jedoch statistisch nicht signifikant. 

Dariiber hinaus sind mehrere monoklonale Antikorper, welche in 
vitro die Invasion von Erythrozyten durch P. falciparum inhi- 
bieren, sind gegen gpl90/MSPl gerichtet (Pirson, P.J. und Per- 
kins, M.E. (1985) , Characterization with monoclonal antibodies 
of a surface antigen of Plasmodium falciparum merozoites. J.. 
Immunol. 134, 1946-1951; Blackman, M.J. , Heidrich, H.-G., Do- 
nachie, S., McBride, J.S. und Holder A. A. (1990), A single 
fragment of a malaria merozoite surface protein remains on the 
parasite during red cell invasion and is the target of invasi- 
on-inhibiting antibodies, J. Exp. Med. 172, 379-382). 

SchlieBlich wurde eine Reihe von Impfstudien mit gpl90/MSPl- 
Material aus P. falciparum an Primaten, insbesondere an Aotus 
und Saimiri-Af f en durchgefiihrt (siehe auch Perrin, L.H. , 
Merkli, B. , Loche, M. , Chizzolini, C. , Smart, J. und Richie, R. 
(1984) , Antimalarial immunity in Saimiri monkeys. Immunization 
with surface components of asexual blood stages, J. Exp. Med. 
160, 441-451; Hall, R. , Hyde, J.E., Goman, M. , Simmons, D.L., 
Hope, I. A., Mackay, M. und Scaife, J.G. (1984), Major surface 
antigen gene of a human malaria parasite cloned and expressed 
in bacteria, Nature 311, 379-382; Siddiqui, W.A. , Tam, L.Q. , 
Kramer, K.J., Hui, G.S.N. , Case, S.E., Yamaga, K.M., Chang, 
S.P., Chan, E.B.T. und Kan, S.-C. (1987), Merozoite surface 
coat precursor protein completely protects Aotus monkeys 
against Plasmodium falciparum malaria, Proc. Natl. Acad. Sci, 
USA 84, 3014-3018; Ettlinger, H.M. , Caspers, P., Materile, H. , 



Schoenfeld, H.-J., Stueber, D. ;Und Takacs, B. (1991), Ability 
of recombinant or native proteins to protect monkeys against 
heterologous challenge with Plasmodium falciparum, Inf. Imm. 
59, 3498-3503; Holder, A. A. , Freeman, R.R. und Nicholls, S.C. 
(1988) , Immunization against Plasmodium falciparum with recom- 
binant polypeptides produced in Escherichia coli, Parasite Im- 
munol. 10, 607-617; Herrera, sJi Herrera, M.A. , Perlaza, B.L., 
Burki, Y . , Casper s, ^P. , ^beia, H., Rotmann, D. und Certa, U. 
(1990) , Immunization of Aotus monkeys with Plasmodium falci- 
parum blood-stage recombinant proteins, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 87, 4017-4021; Herrera, M.A. , Rosero, F. , Herrera, S., 
Casper s, P., Rotmann, D., Sinigaglia, F. und Certa, U. (1992), 
Protection against malaria in Aotus monkeys immunized with a 
recombinant blood-stage antigen fused to a universal T-cell 
epitope; correlation of serum gamma interferon levels with pro- 
tection, Inf. Imm. 60, 154-158 ; Patarroyo, M.E., Romero P., 
Torres, M.L., Clavijo, P., Moreno, A., Martinez, A., Rodriquez, 
R. , Guzmann, F. und Cabezas, E. (1987), Induction of protective 
immunity against experimental infection with malaria using syn- 
thetic peptides, Nature 328, 629-632) . In diesen Impfstudien 
lassen sich hierbei zwei Ansatze unterscheiden 

Verwendung von aus Parasiten isoliertem Material 

und . - 

Einsatz von in heterologen Expressionssystemen gewonnenem 
Material . 

Letzteres bestand in der Regel aus relativ kleinen Teilberei- 
chen des Gesamtproteins . Obwohl die ersten Resultate der in 
Vorversuchen an Affen durchgef iihrten Impfungen andeuten, daB 
gpl90/MSPl einen Schutz vermitteln konnte, haben alle an Prima- 
ten durchgef iihrten Experimente zwei Probleme, welche einen sol- 
chen SchluB in Frage stellen: 



(a) sie wurden an zu kleinen Tiergruppen durchgef tihrt 



(b) sie wurden nicht wiederholt?. 



Die Resultate und die daraus gezogenen Schllisse sind daher sta- 
tistisch nicht abgesichert. Neben dem schwierigen Zugang zu ge- 
eigneten Affen liegt das zugrunc(e liegende Hauptproblem darin, 



daft es bislang nicht moglich war, gutes Impf material in ausrei- 



Andererseits konnten nach der Sequenzierung des gpl90-Gens aus 
dem Kl- und dem MAD20-Stamm von Plasmodium falcipajrum konnten 
iiber lappende Fragmente in E. coli exprimiert werden. Mit diesem 
Material zeigten epidemiologische Studien in Westafrika, daB in 
der Gruppe der Adoleszenten eine Korrelation bestand zwischen 
Ant ikorpert iter gegen gpl90/MSPl-Fragmente einerseits und einem 
Schutz vor Parasiteninf ektion andererseits . Dariiber hinaus 
schien der Titer auch mit der Fahigkeit zu korrelieren, die Pa- 
rasitamie auch auf niedrigem Niveau zu kontrollieren (Tolle et 
al. (1993): A prospective study of the association between the 
human humoral immune response to Plasmodium falciparum blood 
stage antigen gpl90 and control of malarial infections. Infect 
Immun. 61 , 4 0-47) . Diese Resultate werden erganzt durch neue 
Untersuchungen an Aotusaffen im Rahmen der vorliegenden Erfin- 
dung. Hier wurde ein hoher Schutz gegen Inf ektion mit dem Para- 
siten dadurch erreicht, daB Proteinpraparationen aus Plasmodium 
falciparum, die uberwiegend aus nichtprozessiertem gpl90/MSPl 
bestanden, als Impfstoff benutzt worden waren. Die Affen mit 
dem hochsten Antikorpertiter gegen gpl90/MSPl waren am besten 
geschiitzt. Diese Resultate machten letztendlich das gpl90 zu 
einem vielversprechenden Kandidaten fiir eine Impfstoff gegen 
Malaria tropica. 

Von einigen Arbeitsgruppen wurde der C-terminalen Domane des 
gpl90 (pl9 bzw. p42) eine besondere Rolle bei der gpl90 vermit- 
telten Immunitat zugewiesen (siehe auch Chang, S.P., Case, 
S.E., Gosnell, W.L., Hashimoto, A., Kramer, K.J., Tarn, L. Q., 
Hashiro, C.Q., Nikaido, CM. , Gibson, H.L., Lee-Ng, C.T., Barr, 
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P.J., Yokota, B.T. und Hui, G. S . N. (1996) , A recombinant baculo- 
virus 42-kilodalton C-terminal fragment of Plasmodium falci- 
parum merozoite surface protein 1 protects Aotus monkeys 
against malaria, Inf. Imm. 64, 253-261; Burghaus, P. A. , Wellde, 
B.T., Hall, T., Richards, R.L., Egan, A.F., Riley, E.M. , Ri- 
pley-Ballou, W. und Holder A. A. (1996) , Immunization of Aotus 
nancymai with recombinant C-terminus of Plasmodium falciparum 
merozoite surface protein-1 in liposomes and alum adjuvant does 
not induce protection against a challenge infection, Inf. Imm., 
in press) . 

Bislang ist es jedoch nicht moglich, auf rationaler Basis ande- 
re Teile des gpl90 als nicht relevant fur eine schiitzende Im- 
munantwort auszuschlieBen. Es ist daher nach wie vor notwendig, 
das gesamte Gen bzw. das intakte gpl90 fur Impfversuche zu ver- 
wenden. Trotz mehrfacher Versuche verschiedener Arbeitskreise 
ist es jedoch noch nicht gelungen, das gesamte Gen des 
gpl90/MSPl zu klonieren und zu exprimieren. 

Bislang war es auch noch nicht moglich, a priori einen Teil aus . 
der gpl9 0-Sequenz fur die schiitzende Immunantwort als nicht re- 
levant auszuschlieBen, so daB es nach wie vor notwendig ist, 
das gesamte Gen bzw. das gesamte Genprodukt fur Impfversuche 
zu verwenden. Es ist jedoch trotz vieler Versuche mehrerer Ar- 
beitskreise noch nicht gelungen, das gesamte Gen des gpl90/MSPl 
zu klonieren. 

Es war daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Impf mate- 
rial in Form von vollstandigem gpl90/MSPl in ausreichender Men- 
ge zur Verfiigung zu stellen. Es war eine weitere Aufgabe der 
vorliegenden Erfindung, ein Verfahren anzugeben, mit dem dieses 
Impfmaterial gewonnen werden kann. 

Es war auBerdem eine weitere Aufgabe gemaB der vorliegenden Er- 
findung, eine vollstandige DNA-Sequenz von gpl90/MSPl anzuge- 
ben, die in einem Wirtsorganismus exprimierbar ist. 
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Weiterhin war es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, 
Wirtsorganismen anzugeben, die das vollstandige Gen gp!90/MSPl 
enthalten. 

SchlieBlich war es auch eine Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
dung, ein Stabilisierungsverf ahren fur AT-reiche Gene anzuge- 
ben, sowie ein fur die Expression geeignetes, stabilisiertes 
Gen, das sich durch eine Erniedrigung des AT-Gehalts auszeich- 
net. 

Diese Aufgaben werden durch die in den Anspriichen angegebenen 
Gegenstande gelost. 

Im folgenden werden einige Begriffe naher erlautert, um klarzu- 
stellen, wie sie in diesem Zusammenhang verstanden werden sol- 
len. 

"Rekombinantes Herstellungsverf ahren" bedeutet, daB ein Protein 
von einer DNA-Sequenz durch einen geeigneten Wirtsorganismus 
exprimiert wird, wobei die DNA-Sequenz aus einer Klonierung und. 
Fusion einzelner DNA-Abschnitte entstanden ist. 

"Vollstandiges gp!90/MSPl-Protein" meint hier das gesamte, aus 
o.g. Plasmodien, insbesondere Plasmodium falcipairum, isolierba- 
re gpl90/MSPl-Oberf lachenprotein, das das Hauptoberf lachenpro- 
tein der Merozoiten des o.g. Erregers darstellt sowie die Pro- 
teine mit analoger Funktion aus den anderen Plasmodiumarten, 
wie P. vivax. Der Begriff betrifft somit jeweils das Hauptober- 
f lachenprotein der Merozoiten der 4 o.g, fur den Menschen ge- 
fahrlichen Malariaerreger . "Vollstandiges gpl90/MSPl-Gen" ist 
das fur dieses Protein kodierende Gen. "Vollstandig" bedeutet 
in diesem Zusammenhang, daB die gesamte Aminosauresequenz des 
nativen Proteins vorhanden ist, bzw. daB die Gensequenz fiir die 
gesamte Aminosauresequenz des nativen Proteins kodiert. Mit um- 
faBt sind jedoch auch mutierte und/oder verkurzte Formen von 
gpl90/MSPl, sofern sie das gleiche Immunisierungspotential 
(Impfschutz) wie das vollstandige gp!90/MSPl aufweisen. 
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SchlieBlich umfaBt der Begriff auch Varianten von gpl90/MSPl 
die sich dadurch auszeichnen, daB sie Proteinabschnitte ver- 
schiedener Allele in einem Proteinmolekiil enthalten. 

"FCB-l" ist ein Stamm von P. falciparum, wie beschrieben bei 
Heidrich, H.-G., Miettinen-Baumann, A. , Eckerskorn, C. und 
Lottspeich, F. (1989) The N-terminal amino acid sequences of 
the Plasmodium falciparum (FCB1) merozoite surface antigens of 
42 and 3 6 kilodalton, both derived from the 185-195-kilodalton 
precursor. Mol . Biochem. Parasitol. 34, 147-154. 

"Anker signal" meint hier eine Proteinstruktur , fur die eine 
DNA-Sequenz am 3 • - Oder 5 1 -Ende des erf indungsgemaBen Gens ko- 
diert. Ankersignale sind Strukuren, die einem Polypeptid die 
Verankerung an anderen Strukturen, wie z.B. Membranen ermogli- 
chen. 

"Signalpeptid" bedeutet hier eine Proteinstruktur, flir die eine 
DNA-Sequenz am N-terminalen Ende des erf indungsgemaBen Gens ko- 
diert. Signalpeptide sind Strukturen, die dem Polypeptid u.a. 
ein Einschleusen in Membranen ermoglichen. 

"AT-Gehalt" meint im Zusammenhang der vorliegenden Erfindung 
die prozentuale Menge von Adenin/Thymin-Basenpaaren im Verhalt- 
nis zu Guanin/Cytosin-Basenpaaren. 

"Klonierung" soil hier alle im Stand der Technik bekannten Klo- 
nierungsmethoden umfassen, die hier zum Einsatz kommen konnten, 
die jedoch nicht alle im einzelnen beschrieben werden, weil sie 
zum selbstverstandlichen Handwerkszeug des Fachmanns gehoren. 

"Expression in einem geeigneten Expressionssystem" soil hier 
alle im Stand der Technik bekannten Express ionsmethoden in be- 
kannten Expressionssystemen umfassen, die hier zum Einsatz kom- 
men konnten, die jedoch nicht alle im einzelnen beschrieben 
werden, weil sie zum selbstverstandlichen Handwerkszeug des 
Fachmanns gehoren . 
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Es ist eine erste Aufgabe gem a 6 der vorliegenden Erfindung, ein 
Verfahren anzugeben, durch das das gpl90/MSPl-Protein und das 
Gen hierfiir in ausreichender Menge ohne iibermaBige Kosten pro- 
duziert werden kann. 

Diese Aufgabe wird durch das in Anspruch 1 beschriebene rekom- 
binante Herstellungsverf ahren gelost, durch das ein voll- 
standiges gpl90/MSP-l-Gen und das davon kodierte Protein in 
ausreichender Menge erhaltlich ist. 

Durch dieses Verfahren wurde es erstmals moglich, das Protein 
in seiner Gesamtheit auSerhalb des Parasiten zu synthetisieren. 
Das so synthetisierte Protein ist, wie die Analyse rait konfor- 
mationelle Epitope erkennenden raonoklonalen Antikorpern zeigt, 
zumindest iiber weite Bereiche in naturlich gefalteter Form her- 
stellbar. Durch das rekombinante Herstellungsverf ahren konnten 
jeweils mehrere Milligramm intaktes gpl90/MSPl aus den Wirtsor- 
ganismen gewonnen werden, eine Menge, die aus technischen und 
aus Kostengriinden aus Parasiten praktisch nicht gewonnen yerden 
kann. Die jetzt mogliche Produktion des Proteins in beliebigen 
Mengen eroffnet neue Perspektiven fur seinen Einsatz als expe- 
rimentellen Impfstoff gegen Malaria. Dariiber hinaus ist der Weg 
frei fur die Entwicklung von Lebendimpf stof f en sowie fur Vakzi- 
ne auf Nukleinsaure-Basis . 

Vorzugsweise liegt der Synthese der fur das Protein gpl90/MSPl 
kodierenden Gen-Sequenz die Sequenz des P. falciparum FCB-1 
Stammes zugrunde. P. falciparum ist der Erreger der Malaria 
tropica und damit der gef ahrlichste unter den Malar ia-Arten. 
Das zugrunde liegende Gen ist ein Vertreter des "Kl-Allels" , 
wobei Kl fur einen bestimmten P. f alciparum-Stamm steht. Seine 
kodierende Sequenz erstreckt sich iiber 4 917 Basenpaare und 
schlieBt eine Signalsequenz am N-terminalen Ende sowie eine An- 
ker-Sequenz am C-terminalen Ende ein. 

Weiterhin ist das rekombinante Herstellungsverf ahren gemaB der 
Erfindung vorzugsweise dadurch gekennzeichnet , daB der AT- 
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Gehalt der dem Protein zugrunde liegenden DNA-Sequenz gegeniiber 
der Wildtyp-Sequenz erniedrigt 1st, von 74% im urspriinglichen 
Gen auf vorzugsweise ca. 55%, ii^dem bspw. unter Erhalt der Ami- 
nosauresequenz des FCB-l-Proteiris eine DNA-Sequenz mit den im 
menschlichen Genom iiblichen Codoai-Hauf igkeiten hergestellt 
wird. Andere Codonhauf igkeiten, welche den AT-Gehalt erniedri- 
gen, sind ebenfalls denkbar. 

Vorzugsweise kodiert: das dem durch das rekombinante Herstel- 
lungsverf ahren erzeugte Protein zugrunde liegende Gen fur die 
voile Aminosauresequenz einschlieBlich Signalpeptid und GPI- 
Ankersignalpeptid, im weiteren als gpl90 s bezeichnet. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungf orm kodiert das dem 

durch das rekombinante Herstellungsverf ahren erzeugte Protein 

zugrunde liegende Gen fur die voile Aminosauresequenz mit Aus- 

nahme des GPI-Ankersignals . Diese Ausf iihrungsf orm wird im wei- 

si 

teren als gpl90 bezeichnet. 

In noch einer weiteren bevorzugten Ausfiihrung kodiert das dem 
durch das rekombinante Herstellungsverf ahren erzeugte Protein 
zugrunde liegende Gen fur die voile Aminosauresequenz mit Aus- 
nahme des GPI-Ankersignals und des Signalpeptids . Diese Aus- 

S2 

f iihrungsf orm wird im weiteren als gpl90 bezeichnet. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm kodiert das dem 
durch das rekombinante Herstellungsverf ahren erzeugte Protein 
zugrunde liegende Gen fur die voile Aminosauresequenz und eine 
Transmembranankersequenz . 

In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm umfaBt das re- 
kombinante Herstellungsverf ahren folgende Schritte. 

Zunachst den Entwurf der zu synthetisierenden DNA-Sequenz auf 
der Basis des Gens aus P. falciparum FCB-1, wobei eine DNA- 
Sequenz mit den z.B. im menschlichen Genom iiblichen Codon- 
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Hauf igkeiten unter Beibehalten (der Aminosauresequenz des FCB-1- 

! 

Proteins hergestellt wird. ) 

\ 

Hierdurch sollte der AT-Gehalt des Gens reduziert werden, vor- 
zugsweise auf 55%. > 

Im weiteren Verfahren wird die^-entworf ene Sequenz bspw. in 5 
iiberlappende Regionerf eiltgj^lWllt , welche jeweils Domanen der 
natiirlichen Prozessierungsprodukte des gpl90/MSPl-Proteins aus 
FCB-1 entsprechen: p83, p31, p36, p30 und pl9. 

Es werden Desoxyoligonukleotide synthetisiert , die jeweils min- 
destens die gesamte Lange einer Region abdecken. 

Besonders bevorzugt werden die Desoxyoligonukleotide so synthe- 
tisiert, daB ihre Sequenz abwechselnd dem "oberen" (5' -3') 
bzw, dem "unteren" (3 1 - 5') DNA-Strang entspricht. Die Lange 
dieser Oligonukleotide ist vorzugsweise durchschnittlich 12 0 
Nukleotide und sie iiberlappt die benachbarten Sequenzen jeweils 
um ca. 20 Basen. 

In einer moglichen Ausf uhrungsf orm werden DNA-Sequenzen von et- 
wa doppelter Lange wie die jeweiligen Ausgangsproduke durch 
asymmetrische PCR hergestellt und zwar so, daB die uberschussi- 
gen DNA-Sequenzen, die benachbart sind, jeweils den gegeniiber- 
liegenden Strang reprasentieren. Dies fiihrt in einem zweiten 

PCR-Amplif ikationszyklus zu einem Zweitprodukt , das der Lange 
von vier urspriinglich eingesetzten Oligonukleotiden (abziiglich 
der iiber lapppenden Region) entspricht. Die Uberfiihrung dieser 
Produkte in ein uberwiegend aus Einzelstrang-DNA bestehendes 
Praparat durch asymmetrische PCR mit den endstandigen Oligonu- 
kleotiden erlaubt in einem weiteren Amplif ikationsschritt die 
Herstellung eines 800 bp langen doppelstrangigen DNA-Fragments 
in nur 2 5 PCR-Zyklen. 
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Auf diese Weise werden direkt die kodierenden Regionen ftir 
pl9, p3 0, p3 6 und p31 synthetisiert und in E. coli molekular 
kloniert. Klone mit fehlerfreier Seguenz wurden entweder di- 
rekt oder durch Zusammensetzen fehlerfreier Teilsequenzen er- 
halten. Die Region, welche das p83 kodiert, wurde durch Fusion 
aus zwei etwa 1200 bp umfassenden Sequenzen erhalten. 

Im weiteren Verlauf des Verfahrens wurden die einzelnen Sequen 
zen kloniert. Als Express ions vektor en bieten sich vorzugsweise 
die Plasmide pDS56, RBSII ("Hochuli, E. , Bannwarth, W. Dobeli, 
H. Gentz, R. , and Stiiber, D. (1988) Genetic approach to facili 
tate purification of recombinant proteins with a novel metal 
chelate adsorbent. Biotechn. 6, 1321-1325"), pBi-5 ("Baron, U. 
Freundlieb, S., Gossen, M. and Bujard, H. (1995) Corregulation 
of two gene activities by tetracycline via a bidirectional pro 
moter. Nucl. Acids Res. 23, 3605-3606") und ppTMCS an. Es sind 
jedoch auch andere Express ionsvektor en denkbar. 

Bevorzugte Wirtsorganismen fur die Expression sind E. coli, be 
sonders bevorzugt der Stamm DH5alphaZl (R. Rutz, Dissertation 
1996, Universitat Heidelberg), HeLa-Zellen, CHO-Zellen, Toxo- 
plasma gondii (Pf ef f erkorn, E.R. and Pfefferkorn, C.C. 1976, 
Toxoplasma gondii: Isolation and preliminary characterization 
of temperature - sensitive mutants. Exp. Parasitol. 3.9/ 365- 
376) Oder Leishmania. Weitere Wirtssysteme_ konnten z.B. Hefen, 
Baculoviren oder Adenoviren sein, wobei der Gegenstand der Er- 
findung nicht auf die genannten Wirtssysteme beschrankt sein 
sollte. 

Es war eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine 
vollstandige, zur Expression geeignete DNA-Sequenz des 
gpl90/MSPl-Oberf lachenproteins von P. falciparum anzugeben. 

Diese Aufgabe wird durch die in Anspruch 17 genannte Erfindung 
gelost, wobei die Sequenz durch das oben beschriebene rekombi- 
nante Herstellungsverf ahren erhaltlich ist. 
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In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der vorliegenden Erfindung 
kodiert die zur Expression geeignete DNA-Sequenz fur die voll- 
standige Aminosauresequenz . 

In einer anderen bevorzugten Ausf iihrungsf orm der vorliegenden 
Erfindung kodiert die zur Expression geeignete DNA-Sequenz fur 
die vollstandige Aminosauresequenz mit Ausnahme des Anker- 
signals . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm gemaS der vorlie- 
genden Erfindung kodiert die zur Expression geeignete DNA— 
Sequenz fur die vollstandige Aminosauresequenz mit Ausnahme des 
Ankersignals und des Signalpeptids . Diese Ausf iihrungsf orm von 
gpl90/MSPl kann dadurch gekennzeichnet sein, daS sie am N- 
Terminus 11 zusatzliche Aminosauren, davon 6 Histidine, ent-r 
halt. 

Besonders bevorzugt enthalt die zur Expression geeignete DNA- 
Sequenz keine erkennbaren "splice-donor" und "splice-acceptor"- 
Signale, und sie ist vorzugsweise dadurch gekennzeichnet, daB 
sie keine groBeren GC-reichen Sequenzen enthalt, die stabile 
Haarnadelstrukturen auf RNA-Ebene bewirken konnten. 

Vorzugsweise sollten Erkennungssignale fur Restriktionsenzyme, 
welche Sequenzen von sechs und mehr Basenpaaren erkennen, ver- 
mieden werden. 

In einer bevorzugten Ausfiihrung werden spezifische, d.h. nur 
einmal im Gen vorkommende Schnittstellen fiir Restriktionsendo- 
nukleasen in Regionen eingefuhrt, welche die nach der Prozes- 
sierung des Proteins entstehenden Domanen trennen. 

Besonders bevorzugt sollten an beiden Enden des Gens Sequenzen 
fiir Restriktionsendonukleasen vorhanden sein, die im Gen nicht 
vorkommen . 
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Weiterhin werden durch die Erfindung Wirtsorganismen zur Verfu- 
gung gestellt, die die vollstandige Sequenz des gpl90/MSP-l 
Oberf lachenproteins enthalten. 

Solche Wirtsorganismen sind vorzugsweise E. coli, besonders be- 
vorzugt der Stamm DHSalphaZl, HeLA-Zellen, CHO-Zellen, Toxo- 
plasma gondii Oder Leishmania • Die HeLa-Zellen und CHO-Zellen 
sollten vorzugsweise konstitutiv tTA synthetisieren. 

SchlieBlich stellt die vorliegende Erfindung eine Moglichkeit 
zur Verfiigung, ein nach dem rekombinanten Herstellungsverf ahren 
erzeugtes gpl90/MSPl-Oberf lachenprotein Oder Teile desselben 
zur aktiven Immunisierung gegen Malaria zu verwenden. 

Das hier vorgestellte Syntheseschema erlaubt auch das zweite 
Allel des gpl90/MSPl-Gens herzustellen. Damit wird dem Dimor- 
phismus des Proteins Rechnung getragen. Die Hauptvariabilitat 
des Proteins beruht jedoch auf den Sequenz en von zwei relativ 
kurzen Blocken (Block II und IV, Ref . 1) , die oligomorph sind. 
Die vorliegenden Sequenzdaten ermoglichen es, da£ mit 6-8 Se- 
quenzkombinationen dieser Blocke iiber 95% aller bekannten 
gpl9 0/MSPl-Sequenzen abgedeckt werden konnen. Die Synthese die- 
ser Sequenzvarianten la5t sich problemlos anhand der hier vor- 
gestellten Strategien verwirklichen, so dafc Varianten sowohl in 
das- Kl als- auch in das MAD20-Allel eingebaut werden konnen. 
Impfstoffe aus den hierdurch entstehenden Sequenzf amilien kon- 
nen ggf . gegen ein breites Spektrum von Parasiten mit 
gpl90/MSPl-Varianten Schutz verleihen. 

Die Herstellung von verschiedenen Impf stof f typen ist moglich: 
- Auf der Ebene von Proteinpraparaten, wobei jeweils Mischungen 
der zwei Familien (Kl-Typ, MAD20-Typ mit verschiedenen Vari- 
anten der Blocke II und IV) zur Anwendung kommen konnen. 
Verschiedene Trager bzw. Adjuvans-Materialien konnen zum Ein- 
satz kommen: Aluminiumoxid, Liposomen, Iscoms QSzl etc. 
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- Auf der Ebene der Lebendimpf stof f e: (a) virale Trager, insbe- 
sondere Vakzinia und Adenoviren; (b) Parasiten als Tr&ger, 
insbesonder avirulente Formen von Leishmania und Toxoplasma; 
(c) bakterielle Trager, z.B. Salmonella 

- Auf der Ebene der Nukleinsauren, wobei bspw. fiir die Genthe- 
rapie geeignete Vektoren als Vehikel zum Einbringen der Gene 
in den Wirt verwendet werden; weiterhin ist das Einbringen 
von Ribonukleinsauren, welche das gewunschte Protein kodie- 
ren, denkbar. 

Eine weitere Moglichkeit der Impf ung besteht in der Verwendung 
eines gemafi dem erf indungsgemaBen rekombinanten Herstellungs- 
verfahren erzeugten gpl90/MSPl-Proteins zur Herstellung von 
monoklonalen Antikorpern, die dann ihrerseits zur passiven Im- 
munisierung gegen Malaria verwendet werden. 

Ebenso wird eine Verwendung der gemaB dem rekombinanten Her- 
stellungsverf ahren in einem Zwischenschritt entstandenen, dem 
Protein zugrunde liegenden DNA-Sequenz zur Herstellung einer 
Vakzine auf Nukleinsaurebasis ermdglicht. 

SchlieBlich betrifft die Erfindung auch ein Verf ahren zur Sta- 
bilisierung von Gen-Sequenzen, insbesondere von Sequenzen, die 
keine ausreichende Stabilitat in Expressionssystemen zeigen. 

Diese Stabilisierung wird erf indungsgemafi dadurch erreicht, daB 
der AT-Gehalt der Sequenz verringert wird. 

Weiterhin wird durch die Erfindung ein stabilisiertes Gen zur 
Verftigung gestellt, das sich dadurch auszeichnet, daB es einen 
geringeren AT-Gehalt aufweist. Ein Beispiel fiir ein solches, 
stabilisiertes Gen ist das Gen fiir das gpl90/MSPl-Oberf lachen- 
protein gemaB der vorliegenden Erfindung. 
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Im folgenden soil die Erfindung anhand der Abbildungen und Ta- 
bellen sowie einiger Beispiele in einzelnen Ausf uhrungsf ormen 
beschrieben werden. 1 



Dabei zeigt : 

Abb* 1: Schematische Darsteliiing des gpl90/MSPl Vorlauf erpro- 
teins aus V. f^tiqijfarum (FCB-l). 

Abb, 2: Zwei mit nativera gpl90/MSPl aus P. falciparum (FCB-l) 
an Aotus-Affen durchgef iihrte Impf versuche. 

Abb. 2a: mit 3 x 60 Mikrogramm gpl90/MSPl 

Abb. 2b: mit 3 x 40 Mikrogramm gpl90/MSPl 

Abb. 3A: Strategie der Synthese des gpl90/MSPl-Gens 

Abb. 3B: Prinzip der PCR-gestutzten Total-Synthese 

Abb. 3C: Totalsequenz des gpl90 S 

si 

Abb. 3D: N- und C-Terminus der gpl90 -Variante 

S2 

Abb..4A: Expressionsvektor pDS56 mit gpl90 -Sequenz 

S2 

Abb. 4B: Gelelektrophorese von gpl90 

si 

Abb. 5A: Expressionsvektor pBi-5 mit gpl90 -Sequenz 
Abb. 5B: Immunf luoreszenz von HeLa-Zellen 

Abb. 5C: Elektrophoretische Charakterisierung von aus HeLa- 
Zellen aufgereinigtem gp!90 sl 

Abb. 6A: Expressionsvektor ppT 190 mit gpl90-Sequenz 
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Abb, 6B: 



Immunf luoreszenz der (Expression von gpl90 S in T. 
gondii ^ 



Abb. 6C: Polyacry lamid-Gelelektrophorese von gpl90 aus T. 



dunklen Blocke Regionen, die in alien Stammen hochkonserviert 
vorliegen. Die schraf f ierten Blocke zeigen die dimorphen Berei 
che, welche im Falle des FCB-1 Isolates dem Kl-Allel entstam- 
men. Ol und 02 zeigen die oligomorphen Bereiche. S bezeichnet 
die Signalpeptidsequenz , welche 19 Aminosauren umfaBt, GA, die 
C-terminale Region, welche das Signal fur die GPI-Verankerung 
des Proteins in der Membran enthalt. Die Pfeile deuten die Pro 
zessierungsstellen an, durch die Proteine p53, p31, p36, p30 
und pl9 entstehen. Das gpl90-Gen kodiert insgesamt 1639 Ami- 
nosauren. 

Die weiteren Abbildungen werden im Zusammenhang mit den folgen 
den Beispielen ausf iihrlicher erlautert. 

BEISPIELE 

Beispiel 1; Totalsynthese einer das gpl90/MSPl kodierenden 
DNA-Sequenz fsiehe hierzu Abb. 3) 

A. Strategie der Svnthese des gp!90/MSPl-Gens fgpl9Q- ) 
fsiehe Abb. 3A) . 

Die Sequenz wurde aufgeteilt in Fragemente, die den Hauptpro- 
zessierungsprodukten entsprachen: p83, p31, p36, p30 und pl9. 
In den tibergangsregionen wurden Spaltstellen fiir Re- 
striktionsendonukleasen (Pfeile in Abb. 3) so eingeplant, daB 
die Aminosauresequenz nicht verandert wurde. Alle hier aufge- 
fiihrten Schnittstellen kommen in der Sequenz nur einmal vor. 



gondii 




rgestellten gpl90/MSPl- 
um (FCB-1) reprasentieren die 



18 



Die Fragmente wurden iiber lappend synthetisiert , so daB die 
Schnittstellen an den jeweiligen Enden die Verkniipfung zu den 
benachbarten Fragmenten durch Ligierung moglich machten. Alle 
Einzelf ragmente enthielten zusatzlich an ihrem 5 1 -Ende eine 
BamHI-Schnittstelle zur Insertion in Express ionsvektor en. Uber 
Mlul und Clal konnte die Gesamtsequenz kloniert werden. Das 
hier gezeigte Schema fiihrt zunachst zu einer Sequenz, welche 
den GPI-Anker nicht ausbilden kann, da C-terminal 18 Aminosau- 
ren fehlen. Die Synthese eines entsprechenden Oligonukleotids, 
sowie eines iiber die Sphl-Schnittstelle sich erstreckenden 
"Primers" fiihrt nach PCR zu dem Fragment GA, das tiber SphI und 
Clal eingesetzt werden konnte, die resultierende Totalsequenz 
war gpl90 s . Zur Entfernung der das Signalpeptid kodierenden Se- 
quenz wurden "PCR-Primer" hergestellt, iiber die das Fragment 

AS synthetisiert wurde. Es erlaubt, liber eine BamHI und eine 
Hindlll-Schnittstelle den N-Terminus so zu verandern, daB das 
Protein mit Aminosaure Nr. 2 0 begann. Die Kernsequenz, welche 
das gpl90/MSPl ohne Signalsequenz und ohne GPI-Anker-Signal ko 

S2 

diert, wurde mit gp 190 bezeichnet. Deletion des GPI- 

si 

Ankersignals allein fiihrte zu gpl90 

B. Prinzip der PCR-gestiitzten Totalsynthese fsiehe Abb. 3B) 

Oligodesoxynukleotide von etwa 120 Nukleotiden Lange wurden ab 
wechselnd vom kodierenden bzw. nichtkodierenden Strang so syn- 
thetisiert, daB sie jeweils etwa 20 Basen mit dem benachbarten 
Fragement iiber lappten. Das Schema zeigt beispielhaft die Syn- 
these eines ca. 800 bp langen Fragments aus Oligonukleotiden. 
In der ersten Stufe wurden in 4 Reaktionsgef afien jeweils 2 Oli 
gonukleotide "asymmetrisch" amplif iziert . Es entstanden 4 etwa 
220 bp lange DNA-Populationen, die vorwiegend aus Einzelstran- 
gen bestanden (A, B, C, D) . Vereinigung von A und B sowie von 
und D und Amplif ikation iiber 5 Zyklen fiihrte zu 2 etwa 400 bp 
langen doppelstrangigen Produkten. Asymmetrische Amplif ikation 
dieser DNA-Fragmente (Stufe III) ergab Einzelstrangpopulatio- 
nen, welche nach Vereinigung und Amplif ikation (Stufe IV) nach 
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10 Zyklen das Endprodukt G von ca. 8 00 bp Lange ergaben. Diese 
Synthese war ohne Isolierung der Zwischenprodukte und ohne Puf- 
fer oder Enzymerneuerung durchf iihrbar , und war nach 3 Stunden 
beendet. Das Endprodukt wurde elektrophoretisch gereinigt, mit 
den geeigneten Restriktionsendonukleasen nachgeschnitten und im 
pBluescript (Stratagene) , in dessen Poly linker eine Mlul und 
eine Clal-Schnittstelle eingesetzt worden waren, in E. coli 
kloniert. 

C. Totalsequenz des qp!90 S fsiehe Abb. 3C) 

Nach Fusion aller Teilsequenzen (Abb. 3A) in pBluescript wurde 
die Sequenz des Gens mit der Dideoxymethode verifiziert. Das 
Leseraster des gpl90 hatte eine Lange von 4917 bp (+2 Stopco- 
dons) und kodierte eine Aminosauresequenz , welche der des 
gpl90/MSPl aus FCB-1 entspricht (1639 Aminosauren) . 

si 

D. N- und C-Terminus der qp!90 -Variante fsiehe Abb. 3D^ 

Die N-terminale Sequenz, beginnend mit der BamHI-Schnittstelle,. 
zeigte den Ubergang bei Aminosaure 20, von der angenommen wird, 
da£ sie nach Abspaltung des Signalpeptids den N-Terminus defi- 
niert. Am C-Terminus war die kodierte Sequenz bei Aminosaure 
1621 zu Ende. Den Stopcodons folgte die Clal-Schnittstelle. 

S2 

Beispiel 2: Expression des qp!90 in E. coll 

A. Expressionsvektor fsiehe Abb. 4A^ 
S2 

Die gpl90 -Sequenz wurde iiber die BamHI- und Clal- 
Schnittstellen in pDS56RBSII eingesetzt. Dadurch wurden 6 Hi- 
stidine sowie einige aus dem Vektor stammenden Aminosauren an 
den N-Terminus fusioniert; dies ergibt folgende N-terminale Se- 
quenz des Leserasters; Met Arg Gly Ser (His)e Gly Ser. Durch 
den Promotor PN25iaco-i stand die Transkription unter lac 
R/O/IPTG-Kontrolle. 



20 



B. Expression und Aufreiniauna von apl90 (siehe Abb. 4m 

Eine Uberftihrung des Vektors pDS56RBSIIgpl90 in E. coli 
DH5aZl und Induktion der Synthese durch IPTG ergab nach elek- 
trophoretischer Auftrennung des Protein-Totalextraktes der Kul- 
tur eine deutlich sichtbare Bande in der erwarteten Grofie 
(Pfeil) . Die Aufreinigung des Materials durch IMAC und Aff ini- 
tatschromatographie (Antikorpersaule mit mAK5.2) fiihrte zu ei- 
nem homogenen Produkt von etwa 190 kD. In der Abb. bedeuten M= 
Molekulargewichtsstandards; 1= E. coli Proteine vor, 2= nach 
Induktion mit IPTG fur 2 Stunden. 3,4,5 = Fraktionen aus der 
Elution der mAK-Saule. 

Beispiel 3: Tetrazyklin-kontrollierte Expression von crol90 S1 
in HeLa- und CHO-Zellen und Isolation des Produktes (siehe auch 
Abb. 51 bzv. 6c) 

A. Die gpl90-Sequenz wurde in den Expressionsvektor pBi-5 viber 
die BamHI/Clal-Schnittstellen eingesetzt. Damit stand die 
Transkription des Gens unter Kontrolle eines bidirektionalen 

" tTA-r espons i ve " - Pr omot or s und konnte iiber Tc reguliert werden. 
Der bidirektionale Promotor initiierte gleichzeitig die Trans- 
kription des Indikatorgens Lucif erase. Damit liefc sich die Re- 
gulation der Expression leicht verfolgen (siehe auch Abb. 5A) . 

B. Immunf luoreszenz von HeLa-Zellen. welche Lucif erase und 

si 

CTP190 Tc-kontrolliert expr imieren . 

In HtTA93-9-Zellen, welche die bidirektionale Transkriptions- 
einheit von (A) enthalten, wurde mit Antikorpern die Produktion 
von Lucif erase (links) , gpl90 S1 (Mitte) in Abwesenheit von Tc 
nachgewiesen. Nach Zugabe von Tc zeigte sich keine nennenswerte 
Synthese von gpl90 S1 , (wie dargestellt in Abb 5B, rechts) . 



C. Elektrophoretische Charkaterisieruna von aus HeLa-Zellen 



si 

auf gereiniatem gpl90 A 
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HeLa-Zellklon HtTA93-9 sowie CHO-Zellklon CH027-29 wurden mit 
oder ohne Tc kultiviert. Durch Elektrophorese aufgetrennte 
Zellextrakte wurden mittels "Western blot" mit mAK5.2 analy- 
siert (Abb. 5C) ; links zeigt eine Analyse der CHO-, rechts der 
HeLa-Zellinie. (1) = Kultur ohne, (2) = Kultur mit Tc, (3) = 
nicht transf izierte HtTA-l-Zellinie, Molekulargewichtsstandards 
sind jeweils links angedeutet. 

D. Aufreiniaung von in Hela-Zellklon HtTA93-9 svnthetisiertem 
gpl90— 

Die praparative Aufzucht der HtTA-93-9-Linie und Induktion der 

s 1 

Expression von der gpl90 durch Tc-Entzug erlaubte die Isolie- 
rung des Genproduktes liber Af f initatschromatographie (mAK5.2- 
Saule) • 

Das Coomassie gefarbte Polyacrylamid-Gel (Abb. 6C) zeigte nach 

Elektrophorese ein Produkt, das aus gpl90 S1 sowie einem weite- 

ren Protein von ca 50 kD bestand. Letzteres war kein Derivat 
si 

von gpl90 , stammte also aus HeLA-Zellen. Seine gezielte Ab- 
trennung sollte jedoch keine prinzipielle Schwierigkeit dar- 
stellen. 

Beispiel 4 Expression von qp!90 S in Toxoplasma gondii und Auf- 
reinigung des Produktes fsiehe hierzu auch Abb. 6). 

A. Die gpl90 S -Sequenz wurde uber MluI/PstI in den Vektor ppT 
eingesetzt. Damit wurde das Gen unter die Kontrolle des Tubu- 
lin-Promotors (Ptub-i) von T * gondii gebracht. Die 3' nicht- 
translatierte Region (VTR) stammte von dem Hauptoberf lachenpro- 
tein von T. gondii (SAG-1) ab. 

B. Expression von gp!90 S in T. gondii. 

Transfektion von T. gondii mit pTT190 fiihrte zur Isolierung von 
Parasitenlinien, die konstitutiv gpl90 S exprimierten. Die Im- 
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munf luoreszenz mit mAK5.2 (mittleres Bild) zeigte nicht nur die 
Expression des Gens, sondern 16gte auch die Verankerung des Ex- 
press ionsproduktes an der Oberf^lache des Parasiten nahe, da es, 
wie SAG-1, das gleiche Immunf lubreszenz-Muster erzeugte 
(rechter Teil. der Abb. 6B) ; links in Abb* 6B ist eine Phasen- 
kontrastaufnahroe des mittleren ^ildes dargestellt. 

C. Isolierung von apl9a5, aug^ gondii . 

Aus praparativen Mengen von T. gondii (5xl0 9 Parasiten) wurde 
gpl90 mittels Af f initatschromatographie (mAK5 . 2-Saule) aufge- 
reinigt. Das hochreine Protein besafi das erwartete Molekularge- 
wicht, wie das Coomassie-gef arbte Polyacrylamid-Gel nach Elek- 
trophorese zeigte (2-3 aus Abb. 6C) . Bei Nr. (1) Abb. 6C ist 
gereinigtes gpl90 sl aus CHO-Zellen dargestellt mit Molekularge- 
wichtsmarkierung an der linken Seite. 

Beispiel 5: Charakterisierung des gpl90 S mit monoklonalen Anti- 
korpern . 

Die Wechselwirkung von 16 monoklonalen Antikorpern mit gpl90 S 
aus den verschiedenen heterologen Express ionssystemen wurde 
durch Immunf luoreszenz ( IFA) an P. falciparum und T. gondii 
bzw. durch "Western blot" an den auf gereinigten Proteinen iiber- 
priift. Vollige Ubereinstimmung wurde gefunden, wenn die beiden 
Parasiten verglichen wurden (Zahl der + deutet die relative In- 
tensitat der Fluoreszenz an) . Im Western blot reagieren 
12mAK's mit gpl90 s aus E. coli und T . gondii. Im Gegensatz dazu 
binden 3 Antikorper nicht an das aus CHO-Zellen isolierte Mate- 
rial. Antikorper 15 und 16, die Epitope aus dem oligomorphen 
bzw. dem alternativen Allel (MAD20) erkennen, reagieren nicht. 
Die Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengefaBt, wobei ND = nicht 
durchgef iihrt bedeutet . 
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Beispiel 6; 
Expression < 
1. Expression in E. coli 



Expression des gpl90 s in heteroloaen Svstemen, 



Das gpl90 wurde in den Express ionsvektor, pDS56, RBSII einge- 
setzt, wo es unter Kontrolle des\ P N 25laco-l~ Proinotors stand, der 
uber das lac Operator /Repressor/ IPTG-System regulierbar ist 
(Abb. 4 A) . Die Oberf iihrung : ^des Plasmids in Repressor- 

produzierende E. coli-Zellen, z.B. E. coli DHSaZl erlaubt es, 
das gpl9 0 s2 unter IPTG-Kontrolle zu exprimieren. Das Produkt 
war aus dem Rohextrakt mittels einer Nickel-Chelatsaule liber 
die durch den Vektor eingebrachte N-terminale (His) 6 -Sequenz 
isolierbar. Eine anschlieBende Af f initatschromatographie an ei- 
ner Antikorpersaule flihrte zu einem hochreinen Praparat. Da der 
verwendete monoklonale Antikorper (itiAk5.2) ein konf ormationel- 
les Epitop im C-terminalen Bereich erkannte, wird durch diese 
2-Stuf enreinigung auf intaktes Protein voller Lange, mit kor- 
rekter Faltung zumindest am C-Terminus, selektioniert (Abb. 
4B) . 

Das Endprodukt besitzt, im Gegensatz zu dem natiir lichen Materi- 
al, am N-Terminus 11 zusatzliche Aminosauren, davon 6 Histidi- 
ne. Es enthalt keine N-terminale Signal- und auch keine C- 
terminale Anker-Sequenz . Die P. f alciparum-spezif ische Sequenz 
beginnt mit Aminosaure 20 und endet mit Aminosaure 1621. 

s 1 

2. Kontrollierte Expression des gpl90 in HeLa- und CHO- 
Zellkulturen. 

si 

Das gpl90 wurde in den Vektor pBi-5 eingesetzt und damit un- 
ter Kontrolle eines durch Tetrazyklin (Tc) regulierbaren Promo- 
tors gestellt. Das Tc-kontrollierte System wurde aus 2 Griinden 
gewahlt : 



- Es gehort zu den Expressionssystemen, mit denen hochste Aus- 
beuten in Saugerzellen erreicht werden. 
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- Nicht-sekretierte Fremdproteine in hoher Konzentration konnen 
mit dem Metabolismus der Zellen in negativer Weise interfe- 
rieren. Die Synthese des gewiinschten Produktes wird daher 
erst nach Aufwachsen der Kultur initiiert. 

si 

In dem Konstrukt pBi5-gpl90 wurde ein bidirektionaler Promo- 
tor durch Tc-kontrollierten Transkriptionsaktivator (tTA) akti- 

s l 

viert und intitiierte die Transkription sowohl des gpl90 als 
auch des Luzif erase-Indikatorgens . In Anwesenheit von Tc ist 
der Promotor inaktiv. Die Transkriptionseinheit wurde sowohl in 
HeLa als auch in CHO-Zellen, welche beide konstitutiv 
tTA synthetisieren (HtTA-l-Linie (Gossen, M. and Bujard, H. 
(1992), Tight control of gene expression in mammalian cells by 
tetracycline-responsive promotors. Proc. Natl, Acad, Sci. USA 
89, 5547-5551); CHO-tTA-Linie , unverof fentlicht) , iiberfiihrt. 

2 + 

Durch Kotransf ektion (Ca -Phosphat-Methode) mit exnem Hygromy- 
cin-Resistenz-vermittelnden Markergen wurde auf erfolgreiche 
chromosomale Integration selektioniert - Hygromycin-resistente 
Klone wurden dann auf Regulierbarkeit der Expression > Tc un- 
tersucht, indem die Luzif eraseaktivitat als Indikator genutzt 
wurde. In gut regulierbaren Klonen (Regulationsf aktor . < Tc 
1000) wurde die gpl90 Synthese gepriift. Immunf luoreszenz- 
Analyse (Abb, 5B) sowie Untersuchungen iiber "Western blot" 
(Abb. 5C) erlaubten, von beiden Zelltypen Klone zu identifizie- 
ren, welche gpl90 unter streng regulierbaren Bedingungen syn- 
thetisieren. Von 2 0 Klonen wurde jeweils der bestregulierbare 
subkloniert. Die Subklone HtTA93-9 sowie CH027-29 wurden fur 

Kulturen im 10 1 MaBstab verwendet. Aus Zellextrakten dieser 

si 

Kulturen lie£ sich mtaktes gpl90 mittels Af f mitatschromato- 

graphie (mAk5.2) isolieren. Das Material ist homogen bis auf 

si 

eine emzige zellulare Komponente, die nicht von gpl90 ab- 
stammt und die etwa 2 5% des Praparats ausmacht (Abb. 6C) . Sie 
muBte in einem weiteren Reinigungsschritt entfernt werden. 
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3. Expression des gpl90 S in Toxoplasma gondii . 

Toxoplasma gondii gehort wie P. falciparum zu den Apicomplexa 
und hat daher wahrscheinlich ein dem P. falciparum ahnliches 
Protein-Modif ikationssystem. T. gondii laBt sich mit Fremd-DNA 
transf izieren, die effizient in das Genom integriert wird, au- 
Berdem laBt sich T. gondii problemlos in Zellkultur vermehren. 
Urn ein moglichst natives gpl90-Produkt zu erhalten, wurde 

S2 

gpl90 so exprimiert, daB das Protein sekretiert und auf der 
Oberflache des Parasiten, wie bei P. falciparum, uber ein GPI- 
Motiv in der Membran verankert wird. Dazu wurde das gpl90 S2 
(Abb. 3A) in das Plasmid ppTMCS (D. Soldati, unverof f entlicht) 
eingesetzt (Abb. 6A) und damit unter Kontrolle des T. gondii- 
Tubulin Promotors gestellt. 

Dieses Express ionskonstrukt wurde in T. gondii transf iziert. f 
Selektion mit Chloramphenicol fiihrte zu resistenten Klonen, die 
gpl9 0 synthetisieren, wie durch Immunf luoreszenz nachgewiesen 
wurde (Abb. 6B) . Die Immunf luoreszenz mit anti-gpl90- 
Antikorpern war nicht unterscheidbar von einer entsprechenden 
Anfarbung der Parasiten mittels Antikorper gegen SAG1, dem 
Hauptoberf lachenprotein von T. gondii. Es ist daher davon aus- 
zugehen, daB gpl90 an der Oberflache von T. gondii verankert 
ist. Mehrere T. gondii-Klone (Nr. 3.1 bis 3.4) wurden charakte- 
risiert und fur die Produktion von gpl90 aufbewahrt. Aus in 
praparativem MaBstab auf gewachsenen T. gondii-Kulturen (Klon 
3.4) wurde gp!90 mittels Af f initatschromatographie (mAK5.2.- 
Saule) isoliert. Analyse im elektrischen Feld zeigte ein homo- 
genes Produkt mit einer Wanderungsgeschwindigkeit , die auf das 
intakte Protein schlieBen laBt (Abb. 6C) . 

Beispiel 7: Charakter isieruna von gp!9Q Protein aus verschie- 
denen Expressionssvstemen mittels monoklonaler Antikorper. 

Ein Satz gpl90-spezif ischer monoklonaler Antikorper, von denen 
mehrere konf ormationelle Epitope erkennen, wurde dazu benutzt, 
liber Immunf luoreszenz die Reaktivitat der Antikorper mit P. 
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falciparum- bzw. T gondii-Parasiten zu vergleichen. Tabelle 1 
zeigt, daB die Reaktivitat der 16 Antikorper fur beide Parasi- 
ten gleich ist. Dies ist ein starker Hinweis darauf , daB in T. 
gondii weitestgehend "natives" gpl90 produziert wird. Der Ver- 
gleich der Reaktivitat der Antikorper mit Protein aus E. coli, 
HeLa- bzw. CHO-Zellen sowie T. gondii zeigt ebenfalls, daB die 
meisten Antikorper mit den 4 Praparaten reagieren. Insbesondere 
wird das aus E . coli isolierte Protein von mehr Antikorpern er- 
kannt als das Produkt aus Saugerzellen. Dies ist wahrscheinlich 
eine Konsequenz der Glykosylierung in Saugerzellen. 

Beisoiel 8: Immunsieruna von Aotus lemurinus ariseimembra-Af f en 
mit gpl90/MSPl aus P. falciparum fFCB-1) . 

Zwei unabhangige Immunsierungsexperimente (A # B) wurden durch- 
gefiihrt. Dazu wurde aus jeweils ca. 2 x 10 11 Parasiten unter 
schonenden Bedingungen einmal 1,0 mg (A) und einmal 0,6 mg 
hochreines gpl90/MSPl isoliert. 

Das Protein wurde zusammen mit Freund 1 schem Adjuvans (FCA) ver- 
abreicht. Die Kontrollgruppe erhielt lediglich FCA. Es wurde 
dreimal im Abstand von 4 Wochen mit gleicher Menge an Protein 
bzw. mit Adjuvans immunisiert. Zwei Wochen nach der letzten Im- 
munisierung wurden die Tiere mit jeweils 10 5 Parasiten (FVO- 
Stamm) aus einem Donor-Tier infiziert. Die Parasitamie wurde 
taglich gemessen. Die Ergebnisse sind in Abb. 2 zusammengef aBt . 
Dabei bedeutet 

T: daB die Tiere mit Resochin behandelt wurden 
D: ein verstorbenes Tier 

Abb. 2A. : die Individuen der geimpften Gruppe erhielten je 
3 x 60 Mikrogramm gpl90/MSPl 

Abb. 2B: die Individuen der geimpften Gruppe erhielten je 
3 x 40 Mikrogramm gpl90/MSPl 
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Wahrend in den Kontrollgruppen nur 1/11 Tiere keine Parasitamie 
entwickelten, waren es in der geimpften Gruppe 6/10. Die vier 
Tiere aus der geimpften Gruppe, die eine hohe Parasitamie ent- 
wickelten, taten dies - im Vergleich zur Kontrollgruppe - mit 
einer durchschnittlichen Verzogerung von vier Tagen 
(Uberschreiten der 2%-Grenze der Parasitamie) . 

Diese Experimente zeigten erstmals einen hochsignif ikanten 
Schutz gegen Infektion mit P. falciparum durch gpl90/MSPl im 
Affenmodell, Das erf indungsgemafle Verfahren erlaubt es somit 
erstmalig, einen wirksamen Impfstoff gegen die Malaria anzuge- 
ben. 
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Patentanspriiche > 

1. Herstellungsverf ahren fur das vollstandige gp!90/MSPl- 
Protein von Plasmodium, insbesondere Plasmodium falci- 
parum, dadurch gekennzeichiiet , daB das vollstandige Gen 
fur gpl90/MSPl in einem gefeigneten System, vorzugsweise 
einem Wirtsorganismus;^ rexprimiert wird. 

2. Rekombinantes Herstellungsverf ahren gemaB Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Synthese der dem Protein zu 
grunde liegenden DNA-Sequenz die DNA-Sequenz des P. falci 
parum-Stammes FCB-1 zugrunde gelegt wird. 



3. Rekombinantes Herstellungsverf ahren gemaB Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet , daB der AT-Gehalt der exprimierten 
DNA-Sequenz gegeniiber der natiirlich vorkommenden Sequenz 
reduziert wurde, vorzugsweise von 74% auf 55%. 

4. Rekombinantes Herstellungsverf ahren gemaB einem oder meh- 
reren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
das dem erzeugten Protein zugrunde liegende Gen fur die 
voile Aminosauresequenz einschlieBlich Signalpeptid und 
Ankersignal kodiert . 

5. Rekombinantes Herstellungsverf ahren gemaB einem Oder meh- 
reren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
das dem erzeugten Protein zugrunde liegende Gen fur die 
voile Aminosauresequenz mit Ausnahme des Ankersignals ko- 
diert. 



6. Rekombinantes Herstellungsverf ahren gemafi einem oder meh- 
reren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
das dem erzeugten Protein zugrunde liegende Gen fur die 
voile Aminosauresequenz mit Ausnahme des Ankersignals und 
des Signalpeptides kodiert. 
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7. Rekombinantes Herstellungsverf ahren gemaB einem oder meh- 
reren der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet , daB 
es folgende Schritte umfaBt: 

(a) Entwurf der zu synthetisierenden DNA-Sequenz aus P. 
falciparum FCB-1, wobei eine DNA-Sequenz mit den im 
menschlichen Genom iiblichen Codon-Hauf igkeiten unter 
Erhalt der Aminosauresequenz des FCB-1 Proteins herge- 
stellt werden sollte, 

(b) Einteilung der entworfenen Sequenz in iiberlappende Re- 
gionen, vorzugsweise in Regionen p83, p31, p36, gp30 
und gpl9, 

(c) Synthese von Desoxyoligonukleotiden, die jeweils minde- 
stens die gesamte Lange einer Region abdecken, 

(d) Synthese der kodierenden Regionen fur gpl9, gp3 0, p3 6 
und p31 durch PCR und Synthese der kodierenden Region 
fur p83 durch Fusion aus zwei etwa 12 00bp umfassenden 
Sequenzen, 

(e) einzelne Klonierung der kodierenden Sequenzen 

(f) Fusion des gesamten Gens und 

(g) Expression in einem geeigneten Expressionssystem. 

8. Rekombinantes Herstellungsverf ahren nach Anspruch 7, da- 
durch gekennzeichnet , daB die in Schritt (c) synthetisier- 
ten Desoxyoligonukleotide durchschnittlich 120 Nukleotide 
lang sind und die benachbarten Sequenzen jeweils um ca 20 
Basen iiberlappen. 

9. Rekombinantes Herstellungsverf ahren nach einem oder mehre- 
ren der Anspriiche 1 bis 8, dadurch g kennz ichnet, daB als 
Expressionsvektor dPS56, RBSII verwendet wird. 
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10. Rekombinantes Herstellungsverf ahren nach einem Oder mehre- 
ren der Ansprtiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet , daB als 
Express ionsvektor pBi-5 verwendet wird. 

11. Rekombinantes Herstellungsverf ahren nach einem Oder mehre- 
ren der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Express ionsvektor ppTMCS vewendet wird. 

12. Rekombinantes Herstellungsverf ahren nach einem Oder mehre- 
ren der Anspruche 1 bis 11 , dadurch gekennzeichnet, daB 
die dem Protein zugrunde liegende DNA-Sequenz in E. coll 
exprimiert wird. 

13. Rekombinantes Herstellungsverf ahren nach Ahspruch 12, da- 
durch gekennzeichnet, daB der verwendete E. eoli-Stamm der 
Repressor-produzierende Stamm E. coli DHSalphaZl ist. 

14. Rekombinantes Herstellungsverf ahren nach einem Oder mehre- 
ren der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB 
die dem Protein zugrunde liegende DNA-Sequenz in HeLa- 
Zellen exprimiert wird. 

15. Rekombinantes Herstellungsverf ahren nach einem Oder mehre- 
ren der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB 
die dem Protein zugrunde liegende DNA-Sequenz in CHO- 
Zellen exprimiert wird. 

16. Rekombinantes Herstellungsverf ahren nach einem oder mehre- 
ren der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB 
die dem Protein zugrunde liegende DNA-Sequenz in Toxoplas- 
ma gondii oder Leishmania exprimiert wird. 

17. Vollstandige, zur Expression geeignete DNA-Sequenz des 
gpl90/MSPl-Oberf lachenproteins von Plasmodium, insbesonde- 
re P. falciparum, vorzugsweise erhaltlich durch das rekom- 
binante Herstellungsverf ahren gemaB einem oder mehreren 
der Anspruche 1 bis 16. 
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18. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaB Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie nicht fiir das Ankersignal 
kodiert. 

19. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemafi Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet , daB sie weder fiir das Ankersignal 
noch fiir das Signalpeptid kodiert. 

20. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaB Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet , daB sie eine Sequenz fiir am N- 
Terminus vorliegende 11 zusatzliche Aminosauren, davon 6 
Histidine , umf aBt . 

21. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemafi einem Oder 
mehreren der Anspriiche 17 bis 20, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Sequenz keine erkennbaren "splice donor"- und 
"splice acceptor"-Signale enthalt. 

22. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaB einem oder meh- 
reren der Anspriiche 17 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Sequenz keine groBeren GC-reichen Sequenzen enthalt. 

23. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaB einem oder meh- 
reren der Anspriiche 17 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Sequenz keine Erkennungssignale fiir Restriktionsenzy- 
me, welche Sequenzen von sechs oder mehr Basenpaaren er- 
kennen, enthalt. 

24. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaB einem oder meh- 
reren der Anspriiche 17 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Sequenz fiir Erkennungssignale bestimmter Restriktions- 
nukleasen in Regionen, die die nach der Prozessierung des 
Proteins entstehenden Domanen trennen, einmal vorkommende 
Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen enthalt. 

25. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaB einem oder meh- 
reren der Anspriiche 17 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB 
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die Sequenz an ihren beiden Enden Schnittstellen fiir Re- 
striktionsendonukleasen aufweist, die in der iibrigen Se- 
quenz und in einem zu verwendenden Vektor nicht vorkommen. 

26. Wirtsorganismus, der die vollstandige Nukleinsauresequenz 
fiir das gpl90/MSPl-Oberf lachenprotein und/oder das voll- 
standige Protein enthalt. 

27. Wirtsorganismus gemaB Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet , 
daB der Wirtsorganismus E. coli ist. 

28. Wirtsorganismus gemaB Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, 
daB der E . coli-Stamm der Repressor-produzierende E. coli- 
Stamm DHSalphaZl ist. 

29. Wirtsorganismus gemaB Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, 

daB der Wirtsorganismus HeLa-Zellen sind. 

30. Wirtsorganismus gemaB Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, 

daB der Wirtsorganismus CHO-Zellen sind. 

31. Wirtsorganismus gemaB Anspruch 29 oder 30, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Wirtszellen konstitutiv tTA synthetisie- 
ren. 

32. Wirtsorganismus gemaB Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, 

daB der Wirtsorganimsus Toxoplasma gondii, Leishmania, 
Baculoviren, Adenoviren oder Hefen vorgesehen sind. 

33. Verwendung eines gemaB einem der Anspriiche 1 bis 16 herge- 
stellten gpl90/MSPl-Proteins zur aktiven Immunisierung ge- 
gen Malaria. 

34. Verwendung eines gemaB einem der Anspriiche 1 bi 16 herge- 
stelten gpl90/MSPl-Proteins zur Herstellung von monoklona- 
len, zur passiven Immunisierung geeigneten Antikorpern. 
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35. Verwendung einer gemaB der Anspriiche 1 bis 16 hergestell- 
ten DNA-Sequenz zur Herstellung einer Vakzine auf Nuklein- 
saurebasis. 

36. Verfahren zur Stabilisierurfa von Gen-Sequenzen, dadurch 
gekennzeichnet , daB der ATHGehalt der Sequenz verringert 
wird. 

36. Stabilisiertes Gen, dadurch gekennzeichnet, daS es einen 
geringeren AT-Gehalt aufweist als das nicht stabilisiere 
Gen. 



37. Vektor enthaltend eine DNA-Sequenz nach einem der Ansprii- 
che 17 bis 25 und/oder 36. 

38. Wirtszelle enthaltend einen Vektor nach Anspruch 37. 

39. Impfstoff enthaltend ein Protein, hergestellt nach einem 
Verfahren nach einem der Anspriiche 1-16 und/oder eine DNA- 
Sequenz nach einem der Anspriiche 17-2 5 und/oder einen Wirt 
nach einem der Anspriiche 2 6-32 udn/oder einen Vektor nach 
Anspruch 37. 



40. 



Impfstoff nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB er 
weitere Immunitat hervorruf ende Produkte aus Plasmodium, 
insbesondere P. falciparum, enthalt. 
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Zusamm nf as sung 

> \ 

Rekombinantes Herstellungsverf ahren fiir ein vollstandiges Mala- 
ria-Antigen gpl90/MSPl 

Die Erfindung betrifft ein rekombinantes Herstellungsverf ahren 
fiir das komplette gpl90/MSPl-Oh£rf lachenprotein von Plasmodium, 
insbesondere Plasmodium ^liejiarum, sowie die vollstandige DNA— 
Sequenz dieses Proteins und geeignete Wirtsorganismen fiir die 
Expression der Sequenz, wodurch das Protein in seiner Gesamt- 
heit erstmals auBerhalb des Parasiten synthetisiert werden 
konnte. 



Die Erfindung eroffnet erstmals die Moglichkeit, das 
gpl90/MSPl-Oberf lachenprotein in ausreichender Menge herzustel- 
len; ferner ist es ein Gegenstand der Erfindung gp!90/MSPl als 
Impfstoff zur Verfiigung zu stellen. 

SchlieBlich gibt die Erfindung ein Verf ahren zur Stabilisierung 
von AT-reichen Genen an (Abb. 1) . 
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DNA Sequenz des nativen (gpl90 n ) und des 
synthetischen(gpl90S) Gens fiir gpl90 aus FCB-1 



AS 



9P190-' " V P ^ A C S T l / » T 0 C V T H E S T Q E 27 

91,1908 CG£ W? MCi *^^ 90 

Wli" VcV V A V D A A V AT G T A C T V J L P ° * E K " V L » ■ 8 * 57 

9P190 8 CTGGTTAAGAAACTGGAAGCTTTW^A^TGCCGTCCTTACCGGAT^ * A 



S t * VW ; « o^v A S G O S o c S V A s a « 



180 



«~" ~ - x T T T T'ftT _ , Z_ GCSVASGGS 87 

gpiso 0 * G w°=AC«^TTAauu:cA«»^ 

gp!9^ V , A T S a" T ° ^ / / ° ° S V * " G « » « ■ S R > , . p S D „ S 117 

_pl90» CTCGCCTCCGGCGGCAGCGTGGCATCAGGTGGCTCAGTGGCAAG^GGOGGTTCCGGGAACAG^CG^ ,„ 

^ V V.WV V^ A V I V « ■ * * IKELKYPQL 1.7 

9P190- AGCGATOCCGACGCCAAGTCCTACGCCGAC^rCAAGCACCGAGTGAGAAACTATCT^TCACTATCAAGG < S0 

gpl." V^a' " B M T A^ TT ° » « «/ « » L I 0 « , , . X » « L 177 

9P190' ^OACCTCACTAATCATATOCTGACACTGTGT^ ... 

_pl9^ TaWaVtVtVaT \*a" SJ» V = V ° * C Q X P T «, L 207 

9P190B CTGTACAAGTTGAATTTCTACTTCGACTTGCTAAGGGCCAAACTGAATGACGTTTGCGCCAATGACTATTC 

ASKIRAMFT n - - ______ 



9P19-S VtStWaV V CtVa^tV C ' A-aVa£_ D " 1 " ° " V O K .37 

3.19^ " * D Y C X * * A " V" 1 ." T X D K . K 267 

:8 p_90' ATGGAAGATTAI!AT_AAAAAGAATAAGAAGACCA_CGAGAA_ATT_ACGA_^ „„ 

gpl*" " * T / a' A E E K / / A L A V ° / ° * ° ^ S I » » « 0 L K E A H ■ 297 

,pl90<» AATGCAACCAAGGAGGAAGAAAAGAAGAAGTTGTACCAGGCCCACTACGACCTGTC^ ,„ 

•puSf TaV 'tSaVaW T T_A K A K a" ' " c' * * » « * » ■ X . . 327 

9P190 ctcatcagcgtactggagaaccgcatagacaccctcaagaagaatgaaaatatcaaaga 990 

VaV V VtVaVtVtV « K K I - » « « K « X X « I 357 

9P190" «*««e**^^ ioso 

^ A K T ^ * A P t" T 1 T° AG T / ? ° \* " ' » ' K „ X 0 3.7 

_p!90° GCCAAAACCATTAAGTTCAACATAGATTCTCTCTTTACTGATCCCCTTGAGCTOGACTACTA^^ .... 

gpl9^ 1 AAGT* A" G V T E A' " E ' V V E * ' » « V * * » * « * » ° I ■ 417 
9P190" AKKCBCCAIUie*,^^ 

_pl." V _aVaV °. L A I "/aV * ** « P • K . X , , D ,, ««, 
9P190- AACGCTCTCAACGAGCTCAATAGCTTCGGTGACTTGAXTAACCCCITCGATTATAC 

9P»S» "a" VaVaV V \\ Z T * VaW 1 E _^ D 4" 

9P190' <^CAAA_AAGT^A«^G^ w( 

_P»-S _CT K _|c_ V W E A Y E * * V.V-" «> » « F « . . X D L , 507 

_pl90« AGCAAAAGTCTAAACGATATCACTAAAGACTATGAAAAGCTGCTGAACGAGAT^TAT^ ls30 

1.^ N / B A K M M V US** K H H K T . A 3 . B H s K s37 

9P190 AACTTCGAGAAAATGATGGGAAAACGGTACTCTOACAAAGTGGAGAAACTGACA 1620 



1." 8 " * \* JaV * 1 M V > S J ■ " V » ■ « • I « » * 567 

CAT^ TC T TCACAAC CTC A CO^^ 1?10 

9P190" AAGAATCTCATAAGTAA^TCGAAAACCiAGATCGAGACCXrrTGTTGAj^A ^ 

KILEVSDWvvunirA*.. . - ...... 



gpl90 s 



AS D E K K »> 0 « a * a I^ a « V . D * V K V Q V Q K V L L „ . K « 2 7 

1 V £ A V T 0 ^ SaWaV 4 H " 1 H v * ' • « « 0 ■ « «7 

9Pl90 " A ^ TCAACTCAAS) ^^^ 19ao 

gpl 9 " " V 'xV^V-cS-riV ! ' V' 1 VFMPKVBSLIME „, 

^190- AMCAGCAACCAXACXACC*^^ „„ 

'aW" V V ° T Q A S G D VqVa'aV « = X * G 0 A T T K P 717 

9P190" ««M««™^A^^ 2160 

1.? ° Q VaW T A^ V V * « \\\V \V V ' ' ' 

91,190 GGACAA ^ CGGTTCA ^ 2250 

•pi." V / E A A A K V W » ' V S K t O V , E K 777 

gpi90» ^c AGAfi ^ TAAAGCTCAAC ^ 234o 
9Pl90^ J a* Vxx"a" VaVaV " T 'xJeV A " S T M " E K 1 1 * 0 * 

«PI»0- CICXAKK^KCRHUIXAam^^ ^ 

W\ K WW* ^ AACT S A C D * i A » ; * ' - 1 o ■ - i » v . x n , 

9*190° ™»™CC AAfi GAAG^^ ^ 

gpl9^ 5 " F t" S * " ° 1 ' M E 1 1 15 * B « V C » L Y K L K 

W 110» TCT A TGTTCG A T A GCCTCA A C A ATTCTCTCTCTCAACTGTTCATGGAGAT A ^ A TGAG^ 



2610 



^ V," V V^Ax/ E * " Va" * » V K . L . , . . M 0 , t M7 

11, s a it at A G A A A A A T AAm-rr* & ™ . 



9pi5u T 1 A A TT AT A G A A A a ~ -* _ — « w *- a* 

9P190" ^GACAAGAXXAAC^CXtt^GG^ 



2700 



gpi90 n ax a a t a a t a t , . , . T " L " " s L K p E "7 

9P190' «TC^C TCAAaA c AA ^ 2?9o 

^ M ^ L 1 , 5 ;;/" 1 ; ° e * * • • « • ■ ■ ■ * * « « x «. « .» 



gpl90" AT AG TAACATA 

gpi9o° a^tcctgtctctccccaacaaxa^ 

W l." WV V VaxCxVaVxV SKADDINSLNDESKR 

9P190" -^ACAGCQ^TTCTATAACCy^AGCT^ 

gp 19 " K "AT*' "aVx" "axa "x^'JS ° L S ' ° L Y " K Y * L * * S R 

^ t/t D / A K K / V t ° t " a * \ M V,V * * I»LKEQLESKLN 

^^O" CTCTTCCACAAGAAGAAGAC^ 

gpl9^ S 1 t" t" / / C H T V ^ A Q A M 'J// % " K K K " * " X * • * * N T 

9P190' TCACTGAACAATCCGA A ACACGTACTGC A G A ACTTCTCAGTGTOCTTC AA 



2970 

W l."0» " "aSa" "a",*x" 11 A T A" A K J t£ »° J! JLJ J 3 ~ - Y _ K - Y _ K X, K L E R 1017 

3060 
1047 
3150 
1077 
3240 

»i.s; j/; w* ww* * n v • ■ » * s - "07 

9P190" CTGGAGAACACCAAGAT^TCAAACA^ 3j3o 

•Pi9~ "aScaVaVa" N t V t A S «a E a N F t K a V a^J, K ' » « * ^ * O - I- ■ 1137 

*P190- "^TCCAGACCGAGCATAACTAC^CAGCCT^^ 34J0 



911190 CTCGftfiMG '^^ 3510 

gpl90 T TCT T A GTTCTTA AATe» 

9P190- GGCAATACCCCAAGCGAGAATAATACAGACGTGAATAACCCACTGGAATCITACAACAACTTOCTCC 



3600 



gpl90» AT T A T T „ A A A " * " " " N L L T * 

91,1908 GACAAGCTCGCAGA ^^ 

gpl90^ F C L tLt T A G T M V T F T EN T LAKTVLS, 'I-I't.GNLQGHLNI 

gpl90 8 TTTCTGTCOUWKKMGGTCTO 



^190^ S A Q A HQCV A K A KQ A C T P A Q A KSCCPRBI,DERBBCKClL 1557 

gpi90» KcaocKxauuo^^ 468o 

9P»" V K ° B V VtV aV V VtV V % g <= d a d a k c 1587 

91,1908 AACTACAAACAAaAMGA ^ 4770 



3690 
1257 
3780 



9P190" T AAG AG A T A A AAG A A A A ^ ^ A^ ^ ^ ^ 

9P190 GTGGTGTCTGAATCTGGCTCCGACACACTGGAGCAGTCTCAACCTAAGAAGCCTGCASPCTACTCAT^ 

9P190^ 'a' V*V V E A V A D D \ Z V " 1 ' 0 * 8 E B 0 * » «> «. « 

9P190" AC^TCTCACAACGTCCMGATGAGWCa^ 

gpl90^ Q A V A V A T A°A E A A A V A T ' S V A X D " ^S 8 / 1 E " B X « V L r !. K 

9P190" «6C«WI<^OOT(SA«SCT^^ ^ 

9P190^ P t"a A G t V t Y * aag t a* a* °« a E a " " V V " V '" V K ° 1 1 " S 1317 

91,1908 CCTCTGGC * OGCG ^ 3960 

W »" V " 'J,' " ' VtVa"*^V ' ' ' " " ' ' ' ' " * * * * 1347 

95,1908 CGCTTTAMAMM *^^ 4050 

°T P VaVt" K V/" K S S * » * 1 * » 8 I » * » I » "77 

yp ■ iatt AAA CT AAGC TT T T i a i* r & 

gpl90 B ^CMACAAGTTCCTCAATAAAGAGAAGAGGGM 



4140 



9P190^ Va" ° VtV ^/a 1 ^^ 8 " * X S D 1 D 8 1 K K * 1 » D K "« 

A TTA T A AT ATC T A A TT ATA A ra 

91,190 TOCICTAA: ^^ 



4230 



gpl9^ QG T E A NE G KY C L T PPLNNI BTI.YKTV N DKIDLFVI 1437 
gpl90 8 CAA<^GAGAAT(y^^ 



4320 

SP190* 'ttYaVaVaV T A Y t E " if C V V K * / a* tV T _ ^ T I Q 14 67 

gpi90» cmctqbw^^ 44iQ 

9 ^ ° X ' A ° F T \ K N N N ^ V G I A D L s T D Y N H N N L L T K 1497 



W* 190 , A TTCA TAGC t a A T T T ~ t" " t" T~ * r~ 

9P190 ACCGAGGAAGACACCOCTCTAACaa^AGA^ 

ASSSSNFLGIFP LLILMLILYSFI-* i fi3 o 
gpl90° AGTTC C TAAACA TATAA TAATA T T 

9P190 TCCAGCTCTAATTTCCTGGGCATCTTCTTCCTGCTGATCCTCATGCTG^ 4940 

stop codon Cla 1 
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